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Enzimologia. — A#ivita ipocolesterolemizzante di un principio
estratto dalla mucosa di cistifella®. Nota di M. Crciria Cocuccr,
presentata™ dal Corrisp. C. ARNAUDI

Fin dal 1941 Rosenheim O. [1], studiando 7% vive la trasformazione del
colesterolo in coprosterolo, stabili che tale riduzione avveniva per mezzo dei
batteri intestinali e che affinché tale riduzione si effettuasse, era indispensabile
la presenza di un fattore contenuto nel cervello ed in altri organi.

Successivi studi mirarono alla ricerca ed alla identificazione di tale fat-
tore parallelamente al progredire delle ricerche riguardanti I’isolamento e
I'identificazione delle specie batteriche responsabili della riduzione.

Successivamente O. Rosenheim affermd nel 1941 che tale fattore & un
galattoside, ma rese noto contemporaneamente che preparazioni pure del
galattoside frenosina dimostravano 7z vswo un grado di attivitd molto minore
di un estratto grezzo di cervello.

Che tale fattore non & certamente un cerebroside fu avanzato da
H. Dam [3—4], che ottenne #% vivo idrogenazione del colesterolo senza ingestione
di cerebrosidi e successivamente da R. Rosenfeld ed altri [5], da I. Prange e
H. Dam [6] che ottennero % vitro la riduzione del colesterolo in coprosterolo
per mezzo di un estratto di feci di cane in terreni culturali molto complessi
ma senza cerebrosidi.

L’addizione di polvere di cervello privo di steroli fu suggerita successi-
vamente come un mezzo per diminuire ’assorbimento intestinale del coleste-
rolo € quindi come mezzo ipocolesterolemizzante, dato che il coprosterolo
non viene riassorbito dalla parete intestinale [7-8].

D’altronde che I'epitelio della cistifellea contenga un fattore ipocoleste-
rolemizzante a livello ematico & stato dimostrato da parecchi ricercatori
[9-10-11-12-13-14-15], pur senza che alcuno si sia interessato della trasfor-
mazione o del catabolismo che il colesterolo subisce.

I1 che indusse C. Arnaudi e S. Carini [16] ad impiegare con esito positivo
cistifellee suine in toto (fresche o liofilizzate), come base di un terreno coltu-
‘rale semi-sintetico per la riduzione 7% vitro del colesterolo a coprosterolo.

Sulla natura biologica e chimica di tale fattore precedentemente O. Pri-
bam aveva parlato di una sostanza ternaria di natura ormonale, E. Marchetti
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ed altri di una proteina con potere di attivatore della lipasi pancreatica,
W. Ried escluse I'esistenza di un attivatore lipolitico, Cocucci-Rizzi parlod di
una sostanza non identificata attiva sul tasso di colesterolo ematico ma non
attivante la lipasi.

Partendo dai sopra citati dati sperimentali, realizzando dal 1959 una serie
di esperienze, ci siamo proposti di identificare tale fattore ipocolesterolemiz-
zante esistente nel cervello e nella cistifellea ed ottenerlo in quantita tali da
poterne studiare l’azione % vivo ed in vitro. '

PARTE SPERIMENTALE.

L’attivita delle frazioni veniva saggiata 7z vzvo con il test al Triton WR
1339 (17-18) e sul siero dei ratti trattati si eseguivano i dosaggi del coleste-
rolo (19-20), #n vitro in terreno semi-sintetico a pH 7 contenente asparagina
3°6, KH, PO, 2,5 °/, MgSO, 0,3 °/,, NaCl 6 °/,, CaCl, 1 cc (soluz. 500 mg/cc)
secondo la metodica di Arnaudi—Carini (loc. cit.).

L’estratto idro—-acoolico (1/75) di cistifellee dava 7 vivo alla dose di 2 gr/Kg
endoperitoneo un abbassamento del colesterolo ematico del 30 °/, nei ratti
trattati rispetto ai ratti controlli iniettati con solo Triton (F <C 0,01) secondo
Panalisi della varianza [21].

- L’estratto idro-alcoolico (1/100) di cervello dava iz vivo alla dose di
2 gr/Kg per via endoperitoneo un abbassamento del colesterolo ematico
irrilevante o nullo (F > 0,05).

In vitro estratti alcoolici dei due organi, preparati secondo la meto-
dica di Rosenheim e Webster (loc. cit.), davano, a paritd di condizioni,
un’attivita del cervello maggiore di quella della cistifellea sulla riduzione
del colesterolo a coprosterolo per mezzo dei batteri intestinali (mlcroﬂora
intestinale totale).

Era quindi indubbio che esiste nella cistifellea una sostanza regolatrice
del tasso di colesterolo ematico: il problema era se tale sostanza fosse
identificabile con ci6 che esiste nel cervello e se il diverso comportamento
in vitro fosse dovuto a condizioni colturali non ottimali o a presenza negli
estratti di altri fattori inibenti o favorenti la riduzione del colesterolo a
coprosterolo.

Prima di tutto ci siamo proposti di cercare di isolare tale fattore dalla
mucosa della cistifellea.

Dopo numerosi e svariati tentativi si ¢ arrivati alla messa a punto di un
metodo che porta all’isolamento di una sostanza, che, pur non dimostrando
¢n vitro (almeno nelle nostre condizioni sperimentali) attivitd sull'incremento
della trasformazione batterica del colesterolo in coprosterolo, presenta pro-
prieta di notevole interesse in quanto esplica nel test al Triton una cospicua
attivitd ipocolesterolemizzante. :
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Riportiamo un saggio dei protocolli, che verranno ulteriormente pubbli-
cati, riguardanti esperienze su oltre 2.000 animali:

TABELLA I.
Trattamento Sostanza 1 si
Numero triton mg/Kg mg/Kg Colesterolo nel siero
ratti endovena endomuscolo mg/100 cC + Sp
8 — — 147 + 4
8 200 —_ 350 :‘: 8
8 200 20 225 + 7
TABELLA II.
Trattamento Sostanza :
Nume.ro triton mg/Kg mg/Kg Colesterolo nel siero
ratti endovena endomuscolo mg/100 cC + Sy
5 — — 13546
5 200 — 346 + 2
5 200 10 269 4 15 (%)
(*) F.<o,01.

Dalle Tabelle risulta che 'attivitd della sostanza a 20 mg/Kg ¢ del 36 %o,
tale attivita si riduce al 24 °/, alla dose di 10 mg/Kg.

I dosaggi di colesterolo riportati sono stati eseguiti secondo il metodo di
H. Zlaktis ed altri; le stesse percentuali di abbassamento del colesterolo ema-
tico si'ritrovano comunque eseguendo i dosaggi con il metodo di A. Grigaut.

Tale sostanza ¢ solubile negli acidi minerali diluiti, precipitabile con CH,
COOH, precipitabile con (NH,),SO,, prec1p1tab11e con Pb,Ac,(OH), termo-
labile, indializzabile. ] ,

Diamo il valore medio della resa: da gr 70 di epitelio liofilizzato pari a
gr 200 di epitelio fresco (circa 100 cistifellee) si ottengono circa mg 300 di
 sostanza attiva.

La sua attivita é% vivo da, da partita a partita, alla dose di 20 mg/Kg di
animale sperimentato abbassamento del colesterolo ematico che varia dal
27°/ al 44°[, nei ratti trattati rispetto ai ratti controlli iniettati con solo
Triton WR 1330.

L azione ipocolesterolemizzante si riscontra sia che la sostanza venga
iniettata per via endoperitoneo sia che venga somministrata per via endomu-
scolo ed ¢ piu evidente 22 ore dopo il trattamento che non 19 ore dopo il
trattamento.
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Sono in corso esperienze con ratti sottoposti a trattamento cronico ten-
denti ad individuare la quantita di colesterolo, coprosterolo, acidi biliari
escreti con le feci rispetto all’escrezione di ratti normali; contemporanea-
mente proseguono le ricerche per ottenere una maggiore caratterizzazione del
principio attivo ®.

CONCLUSIONI.

E stata isolata dalla cistifellea suina una sostanza che agisce sul tasso di
colesterolo ematico.

Essa non pud essere identificata, al lume delle odierne conoscenze sulle
sue caratteristiche, con la proteina con potere di attivatore lipolitico di
S. Serio ed altri [22].

Se tale sostanza, poi, possa essere identificabile con il principio riscontrato
nel cervello e che ha azione ipocolesterolemizzante 77 vivo & subjudice, ma i
dati riportati recentemente da O. J. Jones ed altri [23] ci inducono a pensare
che non vi sia alcuna relazione di costituzione chimica e di meccanismo d’azione
fra le due sostanze.
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